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前　　言

　　本文件按照ＧＢ／Ｔ１．１—２０２０《标准化工作导则　第１部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由全国生化检测标准化技术委员会（ＳＡＣ／ＴＣ３８７）提出并归口。

本文件起草单位：深圳华大生命科学研究院、深圳华大基因科技有限公司、深圳市生命科技产学研

资联盟、中国测试技术研究院生物研究所、深圳华大临床检验中心。

本文件主要起草人：陈冰、肖亮、钟焕姿、李俊桦、李倩一、贾慧珏、姜华艳、周李华、唐美芳、吴昊、

李陶莎、周媛、钟宏彬。
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环境微生物宏基因组检测　高通量测序法

１　范围

本文件描述了采用高通量测序技术进行环境微生物宏基因组检测的术语和定义、原理、试验条件、

试剂、仪器设备、样品、试验步骤、试验报告和质量控制要求。

本文件适用于运用高通量测序法进行环境微生物宏基因组的检测。

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文

件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于

本文件。

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析试验室用水规格和试验方法

ＧＢ１９４８９　实验室　生物安全通用要求

ＧＢ／Ｔ３５５３７—２０１７　高通量基因测序结果评价要求

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

３．１

环境　犲狀狏犻狉狅狀犿犲狀狋

相对某项中心事物的周围世界。

　　注：在本文件中特指人体（动物）环境与自然环境。人体（动物）环境包括但不限于口腔、皮肤、生殖道、肠道等；自然

环境包括但不限于空气、水体、土壤、沉积物等。

３．２

相对丰度　狉犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲

某一特定种类微生物在环境微生物群落中所占的相对比例。

　　注：通常以百分比表示。

３．３

微生物宏基因组　犿犻犮狉狅犫犻犪犾犿犲狋犪犵犲狀狅犿犲

以特定环境中整个微生物群落作为研究对象，不分离培养，直接提取得到的所有微生物基因

组ＤＮＡ。

　　注：可用于分析其遗传信息、物种分类、系统进化、基因功能及代谢网络等。

３．４

碱基识别质量　狇狌犪犾犻狋狔狅犳犫犪狊犲犮犪犾犾犻狀犵

评价碱基准确识别的概率。

　　注：简称为Ｑ，通常以数值表示。碱基识别质量值与碱基识别错误率负相关，二者遵循对数函数关系。碱基识别质

量值越高，错误率越低。

１
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３．５

犙２０

测序数据中，碱基识别质量值为２０的碱基识别准确率为９９％，或错误率为１％。

３．６

犙３０

测序数据中，碱基识别质量值为３０的碱基识别准确率为９９．９％，或错误率为０．１％。

４　缩略语

下列缩略语适用于本文件。

ＤＮＡ：脱氧核糖核酸（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）

ＩＤ：识别码（ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ）

ＰＣＲ：聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）

ＲＮＡ：核糖核酸（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）

５　原理

运用高通量测序技术对环境样品中微生物基因组ＤＮＡ进行测序，再将测序结果与现有数据库中

序列进行比对，从而检测样品中所含微生物种类和相对丰度。

６　试验条件

６．１　实验室设施和设备要求应符合ＧＢ１９４８９的规定。

６．２　实验室用水应符合ＧＢ／Ｔ６６８２的规定。

６．３　实验室应做到防止污染，应根据不同工作内容划分独立区域，并有明显标志，如试剂储备和准备

区、样品制备区、扩增区等，各区域间应避免交叉污染。

７　试剂

７．１　ＤＮＡ提取试剂。

７．２　ＰＣＲ产物纯化试剂。

７．３　文库制备试剂。

７．４　高通量测序试剂。

８　仪器设备

８．１　高通量测序仪。

８．２　ＰＣＲ仪。

８．３　冷冻离心机：最大离心力１２０００犵以上。

８．４　微量移液器。

８．５　紫外分光光度计。

８．６　荧光定量仪。

２
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８．７　电泳仪。

８．８　凝胶成像系统。

８．９　水浴锅。

８．１０　低温冰箱：－２０℃和－８０℃。

９　样品

９．１　样品采集、保存和运输

９．１．１　样品采集应经过伦理审查和生物安全评价审查。

９．１．２　应即刻采样，减少样品暴露于空气中的时间，同时应避免样品被其他物质污染。

９．１．３　应根据环境样品类型等情况选择相应的采样方法以保证样品中微生物群落的代表性和准确性。

粪便样品采集、保存和运输方法按附录Ａ，土壤样品采集、保存和运输方法按附录Ｂ，水体样品采集、保

存和运输方法按附录Ｃ执行。

９．２　样品接收与处理

应核对样品编号，记录样品信息，检查样品状态，避免密封不严导致泄漏或污染等，否则该样品应废

弃，重新采样。应记录样品信息（见附录Ｄ），以保证样品的可追溯性。

１０　试验步骤

１０．１　犇犖犃提取

１０．１．１　原理

将环境样品悬浮于裂解缓冲液中，通过抽提等步骤提取微生物基因组ＤＮＡ，充分去除样品中的蛋

白质、脂类、多糖、ＲＮＡ等杂质。宜选用手工提取方法或相应ＤＮＡ提取试剂盒。

１０．１．２　ＤＮＡ样品浓度和完整性检测

环境样品提取微生物基因组ＤＮＡ后，应使用荧光定量仪检测ＤＮＡ样品浓度，使用琼脂糖凝胶电

泳法检测ＤＮＡ样品完整性。宜综合ＤＮＡ样品浓度及完整性，判断ＤＮＡ样品质量级别，判断依据见

附录Ｅ。

１０．２　文库构建与高通量测序

１０．２．１　应使用合适的ＤＮＡ样品和文库构建试剂进行文库构建。进行文库构建的ＤＮＡ样品类别选择

标准按表１。

表１　进行文库构建的犇犖犃样品类别选择标准

ＤＮＡ样品类别 是否满足文库构建

Ａ类 满足文库构建要求，ＤＮＡ总量≥１．０μｇ

Ｂ类 满足文库构建要求，ＤＮＡ总量≥０．５μｇ，且＜１．０μｇ

Ｃ类
不完全满足文库构建要求，可以尝试进行该步骤，但不保证测序质量。

建议重新采样，重新提取样品微生物基因组ＤＮＡ

３
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１０．２．２　应使用合适的文库和高通量测序试剂进行高通量测序。高通量测序按ＧＢ／Ｔ３５５３７—２０１７的

附录Ａ进行。

１０．３　数据处理

１０．３．１　数据质控

１０．３．１．１　质控步骤

样品经过高通量测序得到的原始数据，应进行质量控制，去除含接头或低质量的序列、外源或宿主

基因组序列，再进行后续生物信息学分析。

１０．３．１．２　碱基识别质量值要求

测序完成后，应进行Ｑ２０、Ｑ３０的统计和评估。每个ＤＮＡ样品可用数据对应的碱基识别质量值应

符合如下要求：

———大于Ｑ２０的碱基比例≥９０％；

———大于Ｑ３０的碱基比例≥８０％。

１０．３．１．３　可用数据量要求

可用测序数据量应达到声明目标物种可从样品中检测到的最小测序数据量。每个样品测序生成的

可用高质量序列数目应大于１×１０７ 条。

　　注：序列数目为单端测序序列条数，或双端测序序列对数。

１０．３．２　物种注释

数据质控后对样品数据进行物种注释。除特殊方法外，对于已知物种，宜使用数据库中序列相似度

９５％以上，覆盖度９０％以上的物种信息进行注释。数据库见附录Ｆ。

１０．３．３　序列拼接与组装

数据质控后对样品数据可进行序列拼接与组装。使用组装软件将序列进行拼接，得到更长的叠连

群，将这些叠连群片段聚集起来，与参考数据库进行比对，得到新的参考基因集。数据库见附录Ｆ。

１０．３．４　微生物物种相对丰度计算

数据质控后对样品数据进行物种相对丰度计算，应对所使用的相对丰度计算方法进行记录。除特

殊方法外，宜将可用高质量测序数据比对到组装好的参考基因集或合适的数据库上，按相似度９５％以

上，覆盖度９０％以上进行统计，得到基因水平上的相对丰度分布情况，再将注释到同一物种分类水平的

基因序列相对丰度进行叠加，得到该物种的相对丰度结果。

１１　试验报告

试验报告应包含环境样品中微生物群落的物种组成及各成分相对丰度，可增加个性化功能分析部

分，并应至少包括下列内容：

ａ）　检测机构名称、联系方式和地址、检测员、样品接收时间、样品检测时间及报告时间；

ｂ）　测序平台与测序策略；

４
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ｃ）　数据分析对应使用的注释方法、软件、参数、流程和数据库版本等；

ｄ）　样品物种组成及各相应丰度，宜选择多元展现方式。

１２　质量控制

１２．１　宜使用标准物质进行质量控制，评估定性与定量检测结果的准确性。

１２．２　在描述结果时应注明检测结果的局限性，说明非本文件规定的可能影响检测结果的所有操作

细节。

５
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附　录　犃

（规范性）

粪便样品采集、保存、运输方法

犃．１　粪便杯采集法

犃．１．１　采集

应使用洁净的器皿收集粪便样品，确认器皿中无水、尿液或其他分泌物（如经血）等污染。排便后即

刻使用一次性粪便杯配套取样勺对粪便样品中部取样，将粪便样品从洁净器皿转移至粪便杯，立刻旋紧

盖子。每个粪便杯中转移至少２ｃｍ３ 大小的粪便样品。

犃．１．２　保存与运输

犃．１．２．１　粪便杯采集粪便样品后，应立即置于干冰或－８０℃保存。若不能即刻转移，可暂存于≤４℃

条件下（如冰盒），３０ｍｉｎ内转移至干冰或－８０℃保存。

犃．１．２．２　应在干冰条件下进行运输。保存及运输过程应避免反复冻融。

犃．２　含稳定液自采样套装采集法

犃．２．１　采集

应使用洁净的器皿收集粪便，确认器皿中无水、尿液或其他分泌物（如经血）等污染，按照自采样套

装操作要求取中段粪便，将采集的粪便样品迅速转移至含有稳定剂的保存管中，使稳定液完全浸没粪便

样品，盖紧管盖。

犃．２．２　保存与运输

含稳定液保存管采样后，该保存管按操作说明可于常温保存和运输，避免阳光直射。常温放置时间

应不超过自采样套装操作说明限定的常温保存时间范围。对将超出自采样套装操作说明限定时间的常

温粪便保存管需转移至－８０℃冻存，应在干冰条件下进行运输。保存及运输过程应避免反复冻融。

６
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附　录　犅

（规范性）

土壤样品采集、保存、运输方法

犅．１　采集

宜取土壤表层５ｃｍ～１０ｃｍ处土壤，如果土壤有翻动，应更深处采样，避免空气微生物污染。采样

区内设置至少３个重复采样点，保证所取样本对所在地域的代表性。每个点取样量应一致（≥５ｇ），去

除土样里植物根系或砾石，将重复土样混合均匀，做好标记，装入灭菌封口聚乙烯袋或其他无菌容器。

犅．２　保存与运输

犅．２．１　采集样品后，应立即置于干冰或－８０℃保存。若不能即刻转移，可暂存于≤４℃条件下（如冰

盒），３０ｍｉｎ内转移至干冰或－８０℃保存。

犅．２．２　应在干冰条件下进行运输。保存及运输过程应避免反复冻融。如需常温保存或运输，宜将样品

浸润于稳定剂中。

７
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附　录　犆

（规范性）

水体样品采集、保存、运输方法

犆．１　采集

犆．１．１　根据水体不同的浊度，应使用无菌器材采集４Ｌ～２００Ｌ不等的水样。采集好的水样需要通过

滤膜进行过滤，可选择不同孔径大小的滤膜。

示例：２０μｍ、３μｍ、０．８μｍ、０．４μｍ、０．２μｍ、０．１μｍ等孔径滤膜。

犆．１．２　浊度较大水样应先静置，分离悬浮颗粒；再使用２０μｍ孔径滤膜预过滤，再选择小孔径滤膜进行

过滤。浊度较小清凉水样，可选择小孔径滤膜直接过滤。

犆．２　保存与运输

犆．２．１　样品最后一次过滤后的滤膜应放置于无菌容器，并将无菌容器立即置于干冰或－８０℃进行保

存。若不能即刻转移，可暂存于≤４℃条件下（如冰盒），３０ｍｉｎ内应转移至干冰或－８０℃保存。

犆．２．２　应在干冰条件下进行运输。保存及运输过程中应避免反复冻融。如常温保存或运输，宜将样品

浸润于稳定剂中。
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附　录　犇

（资料性）

样品信息单

　　样本信息单记录见表Ｄ．１。

表犇．１　样本信息单

运
输
信
息

运输公司： 　　　快递单号： 　　城市：

样品寄件人： 　　　样品寄件人联系电话：

运输状态：□　干冰　　　　□　冰袋　　　　□　常温　　　□　其他：

样品联系人 样品联系人电话

样品联系人邮箱 样品联系人单位

有无传染性、

致病性
□　无　　　　□　有 （致病传染性说明： ）　　□　未知

实验室要求 □　普通实验室　　　　□　Ｐ２实验室（生物安全柜）

详细提取方案

样品信息 信息栏 填写标准

样品名称

１．样品名称必需唯一化以区分其他样本

２．样品名称可由字母及数字组成；不能包含“＿”“”“＃”“％”

“／”“＆”和“”等非常规符号

３．人体相关样品名称不能包含任何可识别个体身份的信息

样品状态
样本状态包括：ＤＮＡ、速冻组织（速冻粪便、速冻土壤、速冻水

体等）、含稳定剂组织等

分类单元ＩＤ

按照ＮＣＢＩｔａｘｏｎＩＤ提供样品分类单元信息。例如：４１０６５８

代表土壤宏基因组样品；７４９９０６ 代表肠道宏基因组样品；

４１２７５５代表海洋沉积物宏基因组样品；４０８１７２代表海洋水

体宏基因组样品；４４９３９３代表淡水宏基因组样品。

ＮＣＢＩ无记录ＩＤ的样品类型归为４０８１６９

样品环境名称
样本环境名称必需与上述分类单元ＩＤ一致。包括土壤宏基因

组、肠道宏基因组、海洋沉积物宏基因组、海洋水体宏基因组等

宿主名称

（仅针对宿主相关样本，

含中文名与拉丁名）

宿主名称：人 （犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊）、猪 （犛狌狊狊犮狉狅犳犪）

采集时间

样本采集时间，按照年月日“ｙｙｙｙｍｍｄｄ”规范记录，对无法

精确日期的样本可精确到月份或年份。例如：２０１７０１２３，

２０１７０１和２０１７

采集地点
采集地点信息需包括国家和省份信息（详细位置信息由经纬

度提供）。例如：中国广东省

采集经度
采集地点经度，正值代表东经，负值代表西经。

例如：４０．７４３和－１０．５３０

采集纬度
采集地点纬度，正值代表北纬，负值代表南纬。

例如：１８．５８０和－８９．１２２

　　注１：样本信息标准参考国际基因组学标准联盟的宏基因组序列最小信息（ＭＩＭＳ）标准。

　　注２：“”栏目为必填项。
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附　录　犈

（资料性）

犇犖犃样品的完整性图谱和质量级别分类

犈．１　犇犖犃完整性判断

使用琼脂糖凝胶电泳法检测基因组ＤＮＡ样品的完整性，进行完整性判断的电泳图谱见图Ｅ．１。

　　标引序号说明：

１ ———重度降解：电泳图中对应样品的泳道无明显主带，拖尾严重；

２ ———中度降解：电泳图中对应样品的泳道可见主带，略有拖尾；

３ ———轻微降解：电泳图中对应样品的泳道可见主带，略有拖尾；

Ｍ１———ＤＮＡ标准品１；

Ｍ２———ＤＮＡ标准品２；

ｂｐ———碱基对（ｂａｓｅｐａｉｒ）。

图犈．１　基因组犇犖犃样品降解程度示意图

犈．２　犇犖犃质量级别分类

结合基因组ＤＮＡ样品浓度和完整性，对ＤＮＡ样品质量级别进行分类，分类标准见表Ｅ．１。

表犈．１　犇犖犃样品质量级别分类表

样品类型 检测结果 判定结论

基因组ＤＮＡ

犿≥１．０μｇ

０．５μｇ≤犿＜１．０μｇ

犿＜０．５μｇ

ρ≥１０ｎｇ／μＬ

ρ≤１０ｎｇ／μＬ

无降解

或轻微降解

中度降解或重度降解

Ａ类

Ｂ类

Ｃ类

　　注１：犿———指ＤＮＡ总量。

　　注２：ρ———指ＤＮＡ质量浓度。

　　注３：Ａ类样品同时满足犿≥１．０μｇ，ρ≥１０．０ｎｇ／μＬ，无降解或轻微降解三个条件，合格。

　　注４：Ｂ类样品同时满足０．５μｇ≤犿＜１．０μｇ，ρ≥１０．０ｎｇ／μＬ，无降解或轻度降解三个条件，合格。

　　注５：Ｃ类样品满足犿＜０．５μｇ，ρ≤１０．０ｎｇ／μＬ，中度降解或重度降解三个条件其中之一或以上，不完全合格。
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附　录　犉

（资料性）

参考数据库

　　数据处理过程可使用如下参考数据库：

ａ）　国家生物信息中心（ＣＮＣＢ）／国家基因组科学数据中心（ＮＧＤＣ）的基因组数据库

ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｇｄ．ｂｉｇ．ａｃ．ｃｎ／ｇｗｈ／

ｂ）　国家微生物科学数据中心（ＮＭＤＣ）的微生物宏基因组数据库

ｈｔｔｐｓ：／／ｇｃｍｅｔａ．ｗｄｃｍ．ｏｒｇ／

ｃ）　国家微生物科学数据中心（ＮＭＤＣ）的全球微生物菌种目录数据库

ｈｔｔｐ：／／ｇｃｍ．ｗｄｃｍ．ｏｒｇ／

ｄ）　中国国家基因库生命大数据平台的微生物数据库

ｈｔｔｐｓ：／／ｄｂ．ｃｎｇｂ．ｏｒｇ／ｄａｔａｍａｒｔ／ｍｉｃｒｏｂｅ

ｅ）　美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）的基因银行数据库

ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ

ｆ）　美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）的参考序列数据库

ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｒｅｆｓｅｑ

ｇ）　美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）的微生物基因组数据库

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅ／ｍｉｃｒｏｂｅｓ

ｈ）　美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）的物种分类数据库

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔａｘｏｎｏｍｙ

ｉ）　美国能源部联合基因组研究中心（ＤＯＥＪＧＩ）的微生物基因组数据库

ｈｔｔｐｓ：／／ｉｍｇ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／

ｊ）　美国能源部联合基因组研究中心（ＤＯＥＪＧＩ）的细菌核糖体ＲＮＡ基因序列数据库

ｈｔｔｐ：／／ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ．ｓｅｃｏｎｄｇｅｎｏｍｅ．ｃｏｍ

ｋ）　欧洲生物信息研究所（ＥＢＩ）的核酸数据库

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｅｍｂ１／

ｌ）　欧洲生物信息研究所（ＥＢＩ）的蛋白数据库

ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／

ｍ）　斯坦福国际研究所（ＳＲＩｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）的代谢组学数据库

ｈｔｔｐｓ：／／ｍｅｔａｃｙｃ．ｏｒｇ／

ｎ）　日本京都大学的基因与基因组百科全书

ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／ｋｅｇｇ／

ｏ）　日本国立遗传学研究所（ＮＩＧ）的核酸数据库

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｄｂｊ．ｎｉｇ．ａｃ．ｊｐ

ｐ）　加拿大麦克马斯特大学的抗性基因数据库

ｈｔｔｐｓ：／／ｃａｒｄ．ｍｃｍａｓｔｅｒ．ｃａ／

ｑ）　全球海洋微生物数据库（ＴＡＲＡＯｃｅａｎｓ）

ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｏｃｅａｎｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ．ｏｒｇ／
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